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Ⅰ 要約 
 ホルモン依存性がんである乳がんは女性ホルモンであるエストロゲンが、その発生、進
展に大きな影響を及ぼす。従って、乳がんの治療には、エストロゲンの産生を抑制する薬
剤とエストロゲン受容体にエストロゲンと競合的に結合することで、その活性を阻害する
抗エストロゲン剤が用いられ、術後乳がんの治療、転移・再発予防、がんの進行抑制に大
きく貢献している。現在、閉経後のホルモン感受性乳がんでは、アンドロゲンからエスト
ロゲンを生合成する酵素であるアロマターゼを阻害する薬剤、アロマターゼ阻害剤（AI：
Aromatase Inhibitor）が第一選択薬として処方されており、多くの患者がAIの投与を受
けている。しかし、AI の恩恵を受ける患者が増える一方で、AI 抵抗性に至り、再発を来
す症例の増加が認められ、その治療選択が新たな課題として浮かびあがっている。本研究
は、AI耐性再発乳がんの再発メカニズムの解明およびその薬剤選択を目的とし、閉経後の
AI耐性再発乳がんのエストロゲン受容体（ER：Estrogen Receptor）に結合するエストロ
ゲン応答配列（ERE：Estrogen-responsive element）の活性および抗エストロゲン剤に
対する感受性を調べたものである。検討した閉経後 AI 耐性再発乳がんは、十分なインフ
ォームドコンセントを行い同意が得られた検体で、術後 AI 投与を受けた７例と術後化学
療法を行った後にAI 投与を受けた３例の計 10例である。本再発10 症例はすべて臨床的
に切除を必要とし、その局所再発組織の一部を入手した。再発部位の手術または部分切除
により摘出された腫瘍組織をコラゲナーゼ処理したのち、得られた細胞の ERE 活性をア
デノウイルス（Ad-ERE-TK-GFP）にて測定した。Ad-ERE-TK-GFP はチミジンキナー
ゼ (TK) プロモーター上流に ERE を、下流に緑色蛍光タンパク質である GFP (green 
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fluorescent protein) を配した遺伝子カセットを導入したアデノウイルスである。
Ad-ERE-TK-GFPに感作された細胞は、活性型ERが存在すると、EREに結合し、GFP
の発現が誘導されることから、細胞における GFP 陽性細胞数率を蛍光顕微鏡下で測定す
ることにより、ERE活性を定量的に評価した。また、同時に、抗エストロゲン剤３剤（タ
モキシフェン、トレミフェン、フルべストラント）に対する感受性についても、Ad-ERE 
-TK-GFP を用い評価した。さらに、本アデノウイルスによる個々の症例における細胞へ
の感作能力は Ad-CMV-DsRed を用いて調べた。Ad-CMV-DsRed は、恒常的にタンパク
質発現を促すサイトメガロウィルス（CMV）プロモーターの下流に赤色蛍光タンパク
DsRed （Red fluorescent protein）遺伝子を配したカセットを保持したアデノウイルスで
ある。GFP同様にコラゲナーゼ処理により得られた個々の細胞にAd-CMV-DsRedを感作
させ、DsRedの陽性細胞数を蛍光顕微鏡下で測定することにより、本アデノウイルスの感
作能を評価した。 
上記Ad-ERE-TK-GFPと Ad-CMV-DsRedを用い、AI 耐性再発乳がん 10 症例における
細胞のERE活性を測定した。その結果、GFP陽性細胞率は1.5％から61.3％を示し、症
例によってERE活性は異なり、10例中５例が20％以上の高いGFP発現細胞率を示した。
また、全症例における抗エストロゲン剤３剤（タモキシフェン、トレミフェン、フルべス
トラント）の感受性効果を集積したところ、薬剤非存在下の GFP 陽性細胞率を 100％と
した時、タモキシフェン、トレミフェンおよびフルべストラント存在下の GFP 陽性細胞
率はそれぞれ、ほぼ50％以下となり、統計学的（P<0.01）に有意に阻害された。それらの
結果から、AI 耐性再発乳がんの治療に抗エストロゲン剤が役立つ可能性が示唆された。  
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さらに、ERE活性および抗エストロゲン活性剤３剤に対する感受性には個体差が認められ、
AI耐性となり、再発に至るメカニズムは個々の症例によって異なる可能性があることが示
唆された。また、Ad-CMV-DsRedを用いた検討から、感作能力は高率であり、AI耐性再
発乳がん症例の個々の細胞において、大きな差がないことを確認した。 
現在、基礎研究により、エストロゲンシグナル伝達経路が複数存在することが解明され
つつあり、それら複数のエストロゲンシグナル伝達経路の相互作用に基づく以下の５つの
AI耐性メカニズムを示した。①特定のAIに対する代謝能、排出能の亢進、②アロマター
ゼの構造的・質的変化、③エストロゲン以外のリガンド依存性ER活性化（副腎アンドロ
ゲン代謝産物のERリガンドとして機能）、④リン酸化経路によるリガンド非依存性ER活
性化（Growth Factorシグナルの恒常的活性化）、⑤ER非依存性増殖能の獲得（ER陽性
非感受性、ER 陰性化）の以上 5 つである。さらに、それら複数のエストロゲンシグナル
伝達経路に基づく AI 耐性メカニズムに対応した薬剤選択の方向性を示した。本研究にお
いて得られた ERE 活性測定成績および抗エストロゲン剤に対する感受性評価を踏まえ、
５つの AI 耐性機序から個々の症例についての耐性メカニズムおよび薬剤選択の方向性を
検討した。ERE活性が高く、その活性が抗エストロゲン剤で阻害された症例は①から③の
耐性機序仮説に相当し、それら症例の二次治療には抗エストロゲン剤または他の AI への
切り替えの適応が考えられる。ERE活性が高く、抗エストロゲン剤でその活性の抑制が認
められなかった、または抑制効果が低かった症例については④に相当し、それら症例の二
次治療には抗エストロゲン剤もしくはキナーゼ阻害剤との併用の適応が考えられる。一方、
ERE活性が低値の症例については、ERへのシグナルとは無関係でがん細胞の増殖を獲得
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したと考えられる⑤に相当すると考えられ、それら症例の二次治療には化学療法または分
子標的治療薬の適応の可能性が示唆された。 
以上から、本研究におけるAd-ERE-TK-GFPを用いたERE活性測定から得られる情報
と複数のエストロゲンシグナル経路に基づく AI 耐性に至る５つの機序仮説から、個々の
AI 耐性再発乳がん症例に対応した耐性メカニズムの解明および薬剤選択の方向性を示し
た。本アデノウイルスAd- ERE- TK- GFPによるERE活性測定が個々のAI耐性再発乳
がんの治療に役立つ情報を与える可能性を示した。 
 
Ⅱ 研究背景 
乳がんは女性ホルモンであるエストロゲンによって発生、増殖、進展が促進される１）。
従って、このエストロゲンの供給を遮断することは乳がんの重要な治療戦略の１つであり、
ホルモン療法が術後乳がんの治療、転移・再発予防、がんの進行抑制に大きく貢献してい
る２）。閉経前における主なエストロゲン合成部位は卵巣で，視床下部－下垂体系により制
御されているが、閉経後では卵巣機能の低下により，合成は脂肪組織，筋肉，肝，および
皮膚の内因性アンドロゲンの芳香化によって合成される。アンドロゲン芳香化酵素である
アロマターゼ３）４）の不活性化はエストロゲン合成を遮断し，血中濃度を著しく低下させ
る５）６）。AI は 1980 年代に初めて承認され、閉経後女性のホルモン受容体陽性早期乳癌
に対する術後内分泌療法の有望な薬剤として用いられている。現在，治療効果や選択性の
高い新世代のアロマターゼ阻害剤が開発されており、２つに分類される。１つは可逆性に
アロマターゼと結合し，その作用を競合的に阻害する非ステロイド系のトリアゾール化合
5 
 
物（アナストロゾール，レトロゾールなど）と、もう１つはアロマターゼを不可逆性に不
活性化するステロイド系アンドロゲン類似化合物（エキセメスタン）である７）８）。アナス
トロゾールの最近のデータでは，術後補助療法として少なくともタモキシフェンと同程度
またはそれ以上の有効性が示され，忍容性ではタモキシフェンよりも優れている点が多い
ことが報告されている９）。従って、閉経後の乳がんの治療に、これらの AI がタモキシフ
ェンの代わりに広く用いられるようになってきた１０）１１）。近年、AIが広く用いられ、恩
恵を受けている患者が増える一方で、AI治療後に内分泌療法抵抗性に進展し、再発を来た
す症例が増え、その治療をどのようにするかという新たな課題が浮かびあがっている。他
方、基礎研究ではAI治療後に耐性に至る機序について、AI耐性モデルとしてレトロゾー
ル耐性 LTLT-Ca 細胞株では増殖因子受容体経路であるリン酸化経路の亢進に関する報告
１２） がなされるなど、複数のエストロゲンシグナル伝達経路の関与が考察されている。
基礎研究による複数のエストロゲンシグナル伝達経路の相互作用に基づく AI 耐性機序の
解明が進み、個々のAI耐性症例に即した治療方法の研究が進められている。 
 
Ⅲ 研究目的 
 本研究は AI 抵抗性再発乳がんの耐性メカニズムの解明およびその治療のための薬剤選
択の方向性を示すことを目的とする。臨床上切除を必要とした貴重な再発症例から得られ
る細胞のERE活性および抗エストロゲン剤に対する感受性を調べ、AI抵抗性に進展する
耐性メカニズムをエストロゲンシグナル伝達経路間の相互作用に基づき考察し、多様性を
示す個々の症例の薬剤選択の方向性について検討を行った。 
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Ⅳ 研究方法 
１． 対象材料 
対象は 49 歳から 83 歳（平均 64.3 歳）のAI 耐性再発乳がん 10 症例で、2005 年８月
12 日から 2010 年７月 30 日までの約５年間に臨床上切除を必要とし、手術または部分切
除術による再発組織（乳房、リンパ節、皮膚）の一部が分与された。再発 10 例のうち７
例は術後AI投与を受け再発した症例、３例は術後化学療法を行い、その後AI治療を受け、
再発に至った症例であった。それら症例は各施設において十分なインフォームドコンセン
トが行われ、同意が得られた症例であり、各施設の倫理審査委員会の指針を遵守した。実
験はすべて埼玉県立がんセンターにて行い、当施設の倫理審査委員会の承認を得た（受付
番号１２２番、平成１５年５月３０日）。AI 耐性再発乳がん 10 症例の治療内容、再発部
位などの臨床情報は表１に示した。 
組織検体は次の６施設から分与され、施設名（所在地、症例数）は以下のとおりであっ
た。がん・感染症センター都立駒込病院（東京都、１例）、東北公済病院（仙台市、２例）、
島田乳腺・外科クリニック（北九州市、３例）、埼玉県立がんセンター病院（埼玉県、２例）、
横浜市立大学附属病院（横浜市、１例）、黒木クリニック（福岡市、１例）。 
 
２． 薬剤 
抗エストロゲン剤はタモキシフェン、トレミフェン、フルべストラントの３剤を用いた。
タモキシフェン（4-hydroxytamoxifen）はSigma-Aldrich Corporation（MO, USA）を
使用した。トレミフェン（Toremifen ）は日本化薬株式会社（東京、日本）から分与され、
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フルべストラント(fulvestrant , ICI 182 780, pure anti-estrogen) は AstraZeneca  
（London、United Kingdom） から分与された。E2（17β Estradiol）はSigma-Aldrich 
Corporation（MO, USA）の製品を使用した。 
上記抗エストロゲン剤およびE2はエタノールで溶解し、濃度を調整した。薬剤は実際に
臨床の術後補助療法で使用されている濃度に準じ、タモキシフェンは 20mg/day、トレミ
フェンは常用量 40mg/day と高用量 120mg/day で調整を行った。それらの血中濃度の換
算値は血中１ml あたり、タモキシフェンは 273.3ng/ml、トレミフェン常用量は 1,191 
ng/ml、トレミフェンの高用量は 3,052 ng/ml となり、トレミフェン常用量はタモキシフ
ェンの３～４倍の濃度に、トレミフェンの高用量はタモキシフェンの約 10 倍の濃度に相
当した。これに準じ、今回実験に使用する容量をモル比に換算し、タモキシフェンは１μ
M、トレミフェンは３μM と 10μM で使用した。また、フルべストラントの濃度はタモ
キシフェンに順じた濃度１μMを実験に使用した。１μMの濃度のフルべストラントは乳
がん培養細胞株ＭＣＦ－７細胞に１nM のE2（17β Estradiol） との同時処理により、そ
のERE活性は完全に抑制される濃度であった。 
 
３． アデノウイルスを用いたERE活性測定と感作能力の測定 
1）Ad-ERE-TK-GFPとAd- CMV-DsRedの作製 
ERE 活性測定はアデノウイルス Ad-ERE-TK-GFP を用い、細胞への感作能力測定は
Ad-CMV-DsRed のアデノウイルスを用いた。Ad-ERE-TK-GFP および Ad-CMV-DsRed
の作製は、以前松本らが行った方法１３）に順じた。 Ad-ERE-TK-GFPの作製は invitogen
8 
 
（CA,USA）の Gateway システムを用いて、ERE-TK-GFP（Estrogen -responsive 
element - TK promoter gene cassette - green fluorescent protein）カセットをpENTR 
1A- ERE-TK-GFP プラスミドから、相同組み換えにより、アデノウイルスベクター
（pAd/PL-DEST ; Invitrogen,CA,USA）に導入し、pAd-ERE-TK-GFPプラスミドを得
た。pAd-ERE-TK-GFPからPacI制限酵素認識部位を利用してアンピシリンとpUC origin
遺伝子を除去したものを、Trans IT （TAKARA BIO INC、Shiga、JAPAN）を用いたリ
ポフェクション法にて、ヒト腎臓由来293A細胞に移入した。数日後、形質移入された293A
細胞の培養上清を回収し、これをアデノウイルス（Ad-ERE-TK-GFP）液とし、実験に使
用した。一方、アデノウイルルスの細胞への感作能力を調べるために、CMV
（ cytomegalovirus ）- DsRed（Red fluorescent protein ）遺伝子を導入したアデノウイ
ルス（ Ad-CMV-DsRed ）を用いた。Ad-CMV-DsRedは、pCMV-DsRed-Express（BD 
Biosciences, Polo Alto, CA, USA）から得たCMV-DsRed遺伝子をpENTR 1Aに導入す
ることで、CMV-DsRedをpAd-ERE-TK-GFP作製時と同じ方法でpAd/PL-DESTに挿入
し、pAd- CMV-DsRedプラスミドを得た。その後の行程はAd-ERE-TK-GFPの作製と同
様の手順に従い、Ad-CMV-DsRedを調整して実験に用いた。 
 
２）乳癌培養細胞株ＭＣＦ－７におけるERE活性測定 
乳癌培養細胞株ＭＣＦ－７において、上記方法で作製したアデノウイルス
Ad-ERE-TK-GFP を用い、E2 （17β Estradiol） 添加時の ERE 活性を測定した。
Ad-ERE-TK-GFP で感作されたＭＣＦ－７細胞では、E2の 1pM から 1,000pMの段階的
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な濃度に依存した活性型エストロゲン受容体 ER が、エストロゲン応答配列 ERE に結合
し、緑色蛍光タンパク質GFP の発現の誘導が認められる（図１）。従って、そのGFP 発
現細胞数を蛍光顕微鏡下で測定し、GFP陽性細胞率を求め、それをERE活性として定量
的に評価した。また、E2 1,000 pMとpure anti-estrogenであるフルベストラント（ ICI ）
１μMとを同時に作用させ、抗エストロゲン剤によるERE活性の抑制効果を調べた。E2
および ICI の対照はエタノールを薬剤添加量と同量を作用させた際のERE 活性とした。
次に、このアデノウイルスの細胞への感作効率を調べるため、Ad-CMV-DsRed をＭＣＦ
－７細胞に感作させ、３日後の赤色蛍光タンパク質DsRedの陽性細胞率をGFP同様に蛍
光顕微鏡下で測定した。 
 
３）AI耐性再発乳がんのERE活性測定および抗エストロゲン剤による薬剤感受性 
 アデノウイルスAd-ERE-TK-GFPを用いたAI耐性再発乳がん細胞のERE活性測定方
法と抗エストロゲン剤３剤による ERE 活性測定方法を図２に示した。手術または部分切
除術により摘出された再発組織を分散した細胞にした。組織はRPMI1640（GIBCO 11835, 
Invitrogen, CA, USA ）培養液中でハサミにて細切し、遠心した後、その上清を取り除き、
得られた細胞をコラゲナーゼ溶液中に浮遊させ、37℃10分から20分間振とう処理を行っ
た。コラゲナーゼ溶液は 0.1％コラゲナーゼ（Collagenase S-1、新田ゼラチン株式会社,
大阪,日本）、４％牛血清アルブミン（Albumin,Bovine Serum,Fraction V, Mininum 96%、
A4503 , Sigma-Aldrich Corporation, MO,USA）、0.2％グルコース、160μg/mlゲンタシ
ン（ゲンタマイシン硫酸塩注射薬、シェリング・プラウ株式会社、大阪、日本） および
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0.4% Antibiotec-Antimycotic（GIBCO 15240,100X、Invitrogen, CA, USA ) を含むHBSS 
( Hank’s Balanced Salt Solution , GOBCO14170, Invitrogen, CA, USA ) を0.22μmの
フィルターを通して調整したものを用いた。コラゲナーゼ溶液で処理した後、HBSSにて
細胞を２回洗浄し、得られた分散細胞を 10％DCC-FCS、ゲンタシン 40μg/ml を含む
RPMI1640培養液に浮遊させた。DCC-FCSはエストロゲンを含むステロイドホルモンや
増殖因子等の低分子ペプチド吸着除去するため、非働化したFCS（Fetal Calf Serum）で、
活性炭とデキストランとを一緒に45℃１時間インキュベート後、活性炭を遠心分離する操
作を２回繰り返し、0.22μmのフィルターでろ過滅菌して調整した。その細胞液（約２×
10３個／400μl／ウエル）を 24 ウエルプレートの５ウエルに播種した。抗エストロゲン剤
による薬剤感受性は最終濃度１μM のタモキシフェン、トレミフェン、フルべストラント
を添加した。対象は、１ウエルにエタノールを薬剤添加量と同量の 0.1％（0.4μl）添加し
た。次に、この４ウエルにアデノウイルスAd-ERE-TK-GFP、１ウエルにAd-CMV-DsRed
をウエル容量の10％である40μlを添加した。この24ウエルプレートを37℃、５％ＣＯ２
インキュベーターで３日間培養後、各ウエルの内溶液を 1.5ml チューブに回収し、
3,000rpm、３分間遠心した。その細胞液をスライドグラスに移してカバーグラスを置き、
その周りをカバーコートにて封印し、蛍光顕微鏡下で、それぞれのウエルの GFP 陽性細
胞数をカウントした。GFP 陽性細胞率はウエル内の無作為に選んだ細胞 100 個について
細胞の形が均一で、細胞質全体が蛍光を示すものを陽性とカウントし、その GFP 陽性細
胞率をエストロゲン活性（ERE活性）として評価した。抗エストロゲン剤を添加した細胞
についても同様に蛍光顕微鏡下で GFP 陽性細胞数を測定し、薬剤添加時と薬剤不添加時
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の GFP 陽性細胞率を比較し、その阻害率で薬剤感受性を検討した。また、各症例につい
てAd- CMV-DsRedによるDsRed陽性細胞率についてもGFPと同様に蛍光顕微鏡下でそ
の陽性細胞数を測定した。 
 
Ⅴ 研究結果 
１． 乳癌培養細胞株ＭＣＦ－７におけるERE活性 
Ad-ERE-TK-GFPを用い、乳癌培養細胞株ＭＣＦ－７のE2 （17β Estradiol）存在下に
おけるGFP陽性細胞率を図１Aに示した。E2 1pMから1,000pMの濃度に比例したGFP
陽性細胞率の上昇が認められ、E2濃度依存的なERE活性を認めた。そのE2 1,000 pM存
在下における ERE活性は、抗エストロゲン剤フルベストラント（ ICI ）１μMの同時
添加により、薬剤非存在下の状態まで完全に抑制された。ICI存在下および非存在下のＭ
ＣＦ－７細胞のGFP発現の蛍光顕微鏡下の写真を図１Bに示した。なお、E2非存在下に
おけるＭＣＦ－７細胞のGFP陽性細胞率は１％以下であった。 
本アデノウイルスの細胞の感作効果をＭＣＦ－７細胞でAd-CMV-DsRedにより調べた
ところ、培養３日後の赤色蛍光タンパク質DsRedの陽性細胞率は80％以上を示し、Ad- 
CMV-DsRedによる感作効果は高かった。AI耐性再発乳がんのERE活性測定に、これら
のAd-ERE-TK-GFPおよび Ad-CMV-DsRedが有用であることが示された。 
 
２． AI耐性再発乳がんのERE活性測定 
閉経後AI耐性再発乳がん10症例の乳房、リンパ節または皮膚の再発組織のERE活性
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を測定した結果を図３に示した。10 例のGFP陽性細胞率は1.5％から 61.3％の活性を示
し、症例によりERE活性は異なっていた。10例中５例は20％以上の高いGFP陽性細胞
率を示した。症例ごとの GFP 陽性細胞率（％）および治療内容、治療期間、再発部位な
どの臨床情報は表１に示した。22％から 61.3％と高い GFP 陽性細胞率を示した５症例
（#311, #427, #437, #538, #633）は、アナストロゾール単独投与治療が３例（#311, #427, 
#437）とエクゼメスタン投与後にアナストロゾールの治療を受けた１例（#538）、化学療
法後アナストロゾールの治療を受けた１例（#633）が含まれていた。その再発部位は皮膚
が２例（#311,#538）で、乳房が３例（#427, #437, #633）であった。一方、GFP陽性細
胞率が1.5％から8.5％と低値を示した５症例（#751, #808, #520, #778, #872）はアナス
トロゾール単独投与治療が２例（#808,#520）、アナストロゾール投与後エクゼメスタンの
治療を受けた１例（#751）、そして化学療法後にアナストロゾールまたはエクゼメスタン
の治療を受けた各１例（#778, #872）が含まれていた。それらの再発部位は皮膚が２例
（#751, #520）とリンパ節が３例（#808, #778, #872）であった。高いERE活性を示した
５症例（#311, #427, #437, #538, #633）のうち、皮膚に再発した２例 #311（36.0％）と
#538（22.0％）に比較し、乳房に再発した３例のERE活性は高く、それぞれ#427（31.5％）、
＃437（50％）、#633 (61.3％)であった。一方、ERE活性が低値の５症例（#751, #808, #520, 
#778, #872）では、皮膚に再発した２症例は#751（1.5％）、#520（7.0％）で、リンパ節
に再発した３症例の活性は＃808（8.5％）、#778（5.0％）、#872（1.7％)であり、リンパ
節に再発した症例のERE活性は低い傾向にあった。 
閉経後AI耐性再発乳がんの初発時の病期では、Ⅰ期は３例（#427, #437, #520）、Ⅱ期
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は２例（#778, #872）、Ⅲ期が１例（#633）、 Ⅳ期が１例（#538）、不明が３例であった。
#538は初発時に骨、皮膚に転移がありⅣ期の症例であったが、高齢と余病などを理由にホ
ルモン療法を続け再発に至った症例であった。初発時の病期と GFP 陽性細胞の発現との
関連性は認められず、早期乳がんと進行がんの治療後の再発例における ERE 活性に差は
認められなかった。また、AIの投与期間は４か月から最長45か月であり、不明が１例存
在した。AI投与期間とERE活性についても、関連性は認められなかった。 
また、本アデノウイルスの細胞への感染能力は、Ad- CMV-DsRedにより常に80％以上の
高いDsRed陽性細胞率を示し、一定であることを確認した。 
 
３．AI耐性再発乳がんの抗エストロゲン剤３剤に対する薬剤感受性 
AI耐性再発乳がん10例の再発組織より得られた細胞について、抗エストロゲン剤３剤
（タモキシフェン、トレミフェン、フルベストラント）に対する薬剤感受性を
Ad-ERE-TK-GFPを用い調べた。本研究に用いた３剤のうちタモキシフェン、トレミフェ
ンは臓器選択的にエストロゲン作用または抗エストロゲン作用を示し、選択的エストロゲ
ン受容体調節薬（SERM ：Selective Estrogen Receptor Modulator）に分類され、タモ
キシフェンは最も古くから治療に用いられ、体内では代謝されて活性型４-ハイドロキシタ
モキシフェンとなる。トレミフェンはタモキシフェンに類似した構造で、臨床では常用量
40mg/day または高用量 120mg/day で投与される。フルベストラントはエストロゲンの
ER への結合を阻害すると共に ER の分解を促進させる作用を示す ER 不活剤（pure 
anti-estrogen）であり、タモキシフェンやアナストロゾールと交差耐性を示さないことか
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ら、既存の非ステロイド系抗エストロゲン剤とは異なる新タイプの抗エストロゲン剤とし
て期待されており、欧米では臨床的治療効果をあげている。しかし、本邦では現時点では
未認可の薬剤である。これら３剤の薬剤感受性を調べるために、実際の各薬剤の臨床用量
の血中または組織内濃度に基づき、タモキシフェン(TAM) 1μM、フルベストラント(ICI) 1
μM、トレミフェン(Tor) 3μMまたは10μMを添加した。結果を図４に示した。薬剤非
存在下における GFP 陽性細胞率を 100％とした時のタモキシフェン、トレミフェンおよ
びフルベストラント存在下の GFP 陽性細胞率は各々ほぼ 50％以下に有意（P<0.001）に
阻害された。その薬剤感受性はタモキシフェン、フルベストラント、トレミフェン常用量
および高用量の各群間で有意差は認められず、ERE活性の抑制効果はほぼ50％であった。
従って、AI耐性再発症例全体では、抗エストロゲン剤３剤によるERE活性の阻害が平均
的に認められた。 
一方、個々の症例における抗エストロゲン剤に対する薬剤感受性を調べた結果を図５に
示した。薬剤非存在下において高いGFP陽性細胞率を示した５症例（#311, #427, #437, 
#538, #633）の内、３例（#311, #427, #437）は抗エストロゲン剤３剤によって、そのERE
活性は約 60％から 89％の割合で大きく抑制された。また、GFP 陽性細胞率が 61.3％と
10 例中 1 番高値を示した症例（#633）は３剤により平均で 32.5％、GFP 陽性細胞率が
22.0％を示した症例（#538）は平均で9.5％のERE活性の弱い阻害が認められた。一方、
薬剤非存在下の GFP 陽性細胞率が 1.5％から 8.5％と低値を示した５症例（#751, #808, 
#520, #778, #872）のうち、GFP陽性細胞率が５％を示した１例（#778）は３剤で、平均
64％の割合で大きく抑制され、薬剤感受性を認めた。GFP陽性細胞率が8.5％を示した症
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例 #808では３剤の平均で42.4％のERE活性の抑制を認めた。GFP陽性細胞率が７％を
示した症例 #520はトレミフェンの常用量および高用量のみで、ともに86％のERE活性
の抑制を認めたが、タモキフェンとフルベストラントの２剤では ERE 活性の抑制は認め
られなかった。GFP 陽性細胞率が 1.5％と 1.7％と非常に低値であった残り２例（＃751、
＃872）のERE活性の阻害効果はともに測定感度以下であった。 
以上の結果から、抗エストロゲン剤３剤に対する感受性は症例ごと、また、それぞれの
薬剤ごとによって異なり、個体差があることが明かとなり、再発に至る AI 耐性メカニズ
ムについても症例ごとに異なる可能性が示唆された。 
 
４．エストロゲンシグナル伝達経路に基づくAI耐性機序仮説と薬剤選択の方向性 
AI耐性メカニズムについて、その複数のエストロゲンシグナル伝達経路に基づき、５つ
の機序仮説を図６（ A・B ）に示した。第１は特定のAIが十分に効果を発揮できず、再
発に至る「①AI の代謝・排出能の亢進」、第２は酵素であるアロマターゼ自身の問題によ
り、AI が効果を十分に発揮できない「②アロマターゼの構造的・質的変化」、第３は副腎
アンドロゲンの代謝産物が ER のリガンドとして直接作用し、ER を活性化する「③アン
ドロゲン代謝産物のERリガンドとして機能」、第４は増殖因子シグナルの恒常的活性化に
よるERのリン酸化を介する「④リン酸化経路によるリガンド非依存的活性化」、そして第
５は ER 非依存性の増殖能を獲得し、増殖関連遺伝子群が活性化する「⑤ER 非依存性増
殖能の獲得（ER(+)非感受性、ER 陰性化）」である。①と②の機序仮説のシグナル伝達経
路はエストロゲン依存的活性化経路、③、④および⑤の機序仮説は、エストロゲン非依存
16 
 
的活性化経路である。③の機序仮説は、AIの作用により、アンドロゲンからのエストロゲ
ンの供給が断たれ、基質となるアンドロゲンの組織中の濃度が高くなり、そのA環還元代
謝産物がERリガンドとして直接作用する１４）と考えられる。さらに、複数のエストロゲ
ンシグナル経路から考察される AI 耐性耐性機序仮説に沿った薬剤選択の方向性を図６B
右に示した。①および②の仮説では、他のアロマターゼ阻害剤への切り替え、または抗エ
ストロゲン剤の選択が有効と考えられ、③では抗エストロゲン剤、④ではキナーゼ阻害剤
またはキナーゼ阻害剤と抗エストロゲン剤との併用、⑤では分子標的治療薬または化学療
法の選択が有効と考えられた。次に、それらをもとに、今回 ERE の測定結果から、個々
の症例について、AI 耐性のメカニズムと薬剤選択の方向性を示した。図７に示すように、
AI 耐性再発 10 症例中、高いERE 活性を示し、抗エストロゲン剤によりその活性が抑制
された３例（#311, #427, #437）は、①から③のAI耐性機序仮説に相当する結果を示し、
これら症例の治療には、抗エストロゲン剤または他の AI への切り替えが有効と考えられ
た。一方、抗エストロゲン剤による ERE 活性の阻害効果が低い、または、ほとんど活性
が阻害されなかった２例（ #538, #633 ）はリガンド非依存的なERE活性と考えられ、
その耐性メカニズムは④の「リン酸化経路によるリガンド非依存的活性化」に相当する結
果を示した。これら症例の治療にはキナーゼ阻害剤が考えられ、#633の症例のように抗エ
ストロゲン剤３剤により、約32％の弱いERE活性の阻害も認められた症例では、抗エス
トロゲン剤とキナーゼ阻害剤の併用の選択も有用と考えられた。GFP陽性細胞率が低値の
５例( #751, #808, #520, #778, #872 ) については、ER非依存的な増殖能を獲得している
と考えられ、⑤の仮説に相当する結果を示した。それら症例の治療には化学療法もしくは
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分子標的治療が有効となり得る可能性が考えられた。その中で、GFP陽性細胞率が5％の
症例 #778 は、抗エストロゲン剤３剤による ERE 活性の抑制が平均で 65％、GFP 陽性
細胞率が 8.5％の症例 #808 は平均で約 43％、GFP 陽性細胞率が 7.0％の症例 #520 は、
トレミフェンの常用量および高用量のみで、各 86％の強い抑制効果を示した。その結果、
これら３例（#778、#808, #520）は、①から④の耐性機序仮説も否定はできず、抗エスト
ロゲン剤または抗エストロゲン剤とキナーゼ阻害剤との併用の選択も有用性があると考え
られた。 
 
Ⅵ 考察 
 閉経後術後の AI 耐性再発乳がん症例における治療では、手術や部分切除術を行う症例
は非常に限られている。臨床上切除を必要とした症例のなかでも、得られる貴重な組織の
多くはごく微量で、多くの分子生物学的解析は困難である場合がほとんどである。本研究
は約５年間にわたり入手することができた微量の再発組織10例について、そのERE活性
を可視化、数値化して評価できる Ad-ERE-TK-GFP を用いたエストロゲン活性測定シス
テムを確立した。Ad-ERE-TK-GFP を用いたGFP を指標とするERE 活性の測定は、感
染効率が80％以上と極めて高率なうえ、E2非存在下におけるGFP陽性細胞率は１％以下
と擬陽性率が極めて低く、陽性細胞の検出感度は５％以上であった。本解析システムは微
量な検体でもERの機能の評価が可能であったが、現時点ではウイルスを用いるため、実
用化、普及には問題があり、使いやすい遺伝子導入システムの構築が必要と考えられた。
このシステムにより、再発組織の ERE 活性および抗エストロゲン３剤に対する薬剤感受
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性を明らかにし、AI耐性メカニズムの解明および治療法の選択の補助的な情報を提供でき
た。再発 10 症例中５例に高いERE活性を認めたが、ERE活性と免疫染色とは必ずしも
一致せず、ERの機能の解析の必要性を示した。ERE活性が高値を示した５例における抗
エストロゲン剤に対する感受性は症例ごと、および３種類の薬剤においても異なった。特
に、30％以上の高いGFP陽性細胞率を示した３例では、抗エストロゲン剤３剤により60％
以上の高い活性阻害が認められ、それら症例の治療に抗エストロゲン剤が有効と考えられ
た。一方、ERE活性が低値の一部の症例においても抗エストロゲン剤による活性の阻害が
認められ、10 症例全体での薬剤による阻害効果は 50％以上と高く、一定の治療効果が期
待できると考えられた。さらに、その薬剤反応性は症例ごとに異なり、その多様性につい
ての原因は症例も少なく、明らかにはできなかったが、本解析方法は個々の症例の治療の
薬剤選択の補助となり得ることが示された。 
患者一人ひとりに適した治療方法を選択するためには、タンパク発現（ER.PR,HER2
など）に加え、ERの機能としてのERE活性の有無、および抗エストロゲン剤に対する反
応性の情報が有用と考えられた。閉経後のホルモン感受性乳がんの術後ホルモン療法は、
比較的長期のわたり治療効果が期待されることから、薬剤耐性克服は重要な課題である。
今後、検体数を増やした解析と分子生物学的解析により、複数のエストロゲンシグナル伝
達経路の相互作用に基づくAI耐性に至る機序を明らかにすることが、治療の方向性、薬
剤の選択に役立つ可能性があると考えられた。 
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Ⅶ 結論 
閉経後のAI耐性再発乳がんで高いERE活性を認める症例が存在し、その活性はタモキ
シフェン、トレミフェン、フルベストラントにより抑制され、AI耐性再発乳がんの治療に
抗エストロゲン剤が効く可能性が示唆された。また、我々の開発したアデノウイルス
AD-ERE-TK-GFPを用いたERE活性測定システムがAI耐性再発乳がんの耐性機序の解
明および症例ごとの薬剤選択に役立つ情報を与える可能性が示唆された。 
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Ⅹ  表 
 
表１．AI耐性再発乳がん症例の臨床情報とGFP陽性細胞率 
 
ER, PR, HER2 は初発時、再発時の免疫組織染色の結果（各施設より提供）を表す。 
治療内容はANA : アナストロゾール(Anastrozole)、TAM : タモキシフェン(Tamoxifen）、
TOR : トレミフェン(Toremifene）、EXE :エキゼメスタン( Exemestane）、TAX : タキソー
ル(TAXOL）、CEF : シクロホスファミド / エピルビシン / フルオロウラシル併用療法（CEF
療法）、FEC：5-FU / エピルビシン / シクロホスファミド（FEC療法） 
再発部位はLN : リンパ節 ( Lmph Node）、SCLN : 鎖骨上リンパ節 (Supraclavicular LN）、 
GFP%はAd-ERE-TK-GFPによるGFP陽性細胞率を示す。 
薬剤の％阻害率は抗エストロゲン３剤（タモキシフェン、トレミフェン、フルベストラント）
による平均阻害率を示す。           
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 Ⅺ  図 
  
図１．乳がん細胞培養株 MCF-7 における Ad-ERE-TK-GFP を用いた ERE 活性測定と
Ad-CMV-DsRedによるアデノウイルスの細胞への感作能の測定 
 
24ウエルプレートのウエルあたりにMCF-7細胞1×10４ 個を播種し、ER活性剤17β 
Estradiol（E2：0pM, 10pM, 1000pM）、ER不活剤Fulvestrant 1μMまたはエタノ
ール（EtOH）を添加後、Ad-ERE-TK-GFPまたはAd-CMV-DsRedを感作させ、培
養3日目のGFP陽性細胞率またはDsRed陽性細胞率を蛍光顕微鏡下で測定した。 
左上のグラフ A：は E2 添加濃度に依存する GFP 陽性細胞率を示し、B は
Ad-ERE-TK-GFPまたはAd-CMV-DsRedを感作させE2, Fulvestrant, EtOHの添加、
非存在下のGFP陽性細胞の顕微鏡下の写真を示す。 
  Ad-ERE-TK-GFPを用いたERE活性測定方法は活性化したERがエストロゲン応答 
配列（ERE）に結合し、緑色蛍光タンパク(GFP)の発現が誘導されることから、その 
GFP陽性細胞率を調べることにより、それをERE活性の指標とした。 
 
A B 
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図２. AI耐性再発乳がんのERE活性測定方法と抗エストロゲン剤に対する 
 薬剤効果の測定 
 
AI耐性再発乳がんの再発組織をコラゲナーゼ溶液で処理し、得られた個々の細胞に
エタノール、抗エストロゲン剤タモキシフェン(TAM) 1μM、フルベストラント(ICI) 
1μM、トレミフェン(Tor) 3μM または 10μM を添加した後、Ad-ERE-TK-GFP
を感作し、培養３日後の各細胞の GFP 陽性細胞率を蛍光顕微鏡下で測定して、各
症例のERE活性を評価した。 
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 図３.  AI耐性再発乳がん10例におけるERE活性測定成績 
 
       AI耐性再発乳がんの再発組織をコラゲナーゼ処理して得られた個々の細胞に 
Ad-ERE-TK-GFPを反応させ、培養３日後のGFP陽性細胞率を蛍光顕微鏡下で 
測定した。 
    向かって左から７例はAI単独投与の症例、右３例は化学療法後AI治療を受けた 
症例で、縦軸はGFP陽性細胞率（％）、横軸は各症例番号を示す。 
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図４. AI耐性再発乳がん10例における抗エストロゲン剤３剤による 
ERE活性の阻害効果 
 
AI耐性再発乳がん全10例の再発組織から得られた細胞に最終濃度として、タ
モキシフェン（TAM）１μM、フルべストラント(ICI)１μM、トレミフェン
(Tor)３μM および 10μM を作用させた。培養 3 日後の薬剤非存在下のGFP
陽性細胞率を 100％とした時の薬剤存在下における症例の平均GFP 陽性細胞
率を示す。（ ）内の数字は測定症例数を示す。 
各２群間の有意差検定はMann-Whitney検定による統計解析結果を示す。 
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図５. AI耐性再発乳がん10例の各症例ごとの抗エストロゲン剤３剤に対する 
ERE活性測定成績 
 
AI耐性再発乳がんの再発組織から得られた細胞に最終濃度として、タモキシフェン
（TAM）１μM、フルべストラント(ICI)１μM、トレミフェン(Tor)３μMおよび 
10μMを作用させ、培養3日後に薬剤非存在下と薬剤存在下のGFP陽性細胞率を 
蛍光顕微鏡下で測定した。横軸は各症例番号を示す。 
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図６. 複数のエストロゲンシグナル伝達経路の相互作用から考察される５つの 
AI耐性機序仮説と薬剤選択の方向性 
 
AI耐性機序仮説（上段の図Aの① ～ ⑤ に対応 ）：複数のエストロゲンシグナ
ル経路に基づくAI耐性のメカニズムの５つの機序仮説は①特定のAIに対する代
謝能、排出能の亢進、②アロマターゼの構造的・質的変化、③副腎アンドロゲン
代謝産物のER活性化（ERのリガンドとして直接機能）、④リン酸化経路による
リガンド非依存性ER活性化（Growth Factorシグナルの恒常的活性化）、⑤ER
非依存性増殖能の獲得（ER陽性非感受性、ER陰性化）。 
 
薬剤選択の方向性 : BのAI 耐性機序仮説 ① ～ ⑤ に対応する薬剤選択の方向
性をBの右側に表示する。 
A 
B
A 
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図７. AI耐性再発乳がん症例ごとの耐性メカニズムと薬剤選択の方向性 
 
① ～ ⑤ ：複数のエストロゲンシグナル経路に基づく５つのAI耐性 
機序仮説（図６参照） 
    抗エストロゲン剤添加量はTAM：タモキシフェン１μM、ICI：フルべスト 
    ラント１μM、Tor：トレミフェン3μM または10μM 
 
 
 
 
 
